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Abstract
誗Gene therapy has increasingly shown a significant role
in clinical trials in recent years, and has become a new
treatment for the central nervous system diseases which
conventional methods are difficult to cure. Herpes
simplex virus ( HSV ), a common human natural
pathogen, has a natural neural tropism and can naturally
infect post- mitotic neurons from retrograde infection of
peripheral nerves into the central nervous system (CNS)
and has a long-term incubation. Therefore, HSV can be
used as a means of delivery of exogenous genes. The
optic nerve belongs to the CNS, thus, HSV vectors may
be considered for gene therapy after optic nerve injury. In
this paper, we reviewed the research progress of HSV as
a vector for gene therapy after CNS injury and explained
the feasibility of HSV for gene repair after optic nerve
injury.
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摘要
近年来,基因治疗(gene therapy)在临床试验上越来越受
到重视,正成为常规方法难以治愈的中枢神经系统疾病的
新的治疗手段。 单纯疱疹病毒(herpes simplex virus,HSV)
是自然界普遍存在的人类病原体,具有天然的神经趋向
性,能自然感染有丝分裂后的神经元,可从外周神经逆行
感染进入中枢神经系统(CNS)并在其中长期潜伏,是外源
大容量基因常用的的运载工具。 视神经属于中枢神经系
统,因此,HSV 载体可考虑用于视神经损伤后的基因治
疗。 本文综述了 HSV 作为载体用于 CNS 损伤后的基因治
疗的研究进展并阐述用于视神经损伤后基因修复的可
行性。
关键词:单纯疱疹病毒;中枢神经系统;基因治疗;视神经
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0 引言
摇 摇 单纯疱疹病毒(herps simplex virus,HSV)是一类双链
DNA 病毒,其宿主范围广,能将外源基因导入终末分化细
胞及有丝分裂后静止期细胞中表达,对神经系统有天然的
亲嗜性,并能在神经元中建立长期稳定的隐性感染。 近年
来, 由于神经遗传学研究的进展、CNS 疾病发病机制的进
一步阐明、导入外源性基因载体的改进及其基因转移技术
的进步, 使基因介导 CNS 疾病的治疗越来越趋近现实,
CNS 作为基因治疗的靶器官正逐步实现。 视神经损伤后
再生修复比较困难,常常因缺乏有效的治疗而失明,而视
神经属于中枢神经系统,研究 HSV 载体用于视神经损伤
后的基因修复作用是目前比较有创新性的想法。
1 HSV 载体的研究进展
1.1HSV 的基因结构特点
[1]摇 单纯疱疹病毒(HSV)是一
类双链 DNA 病毒,HSV 基因组中已知的 84 个基因中有一
半是非必需基因,允许被删除、插入包括内含子及调节序
列的多基因或大基因。 HSV 病毒滴度较高,可达 108 ~
109PFU/ mL。 在目前所知的病毒载体系统中,HSV 载体的
包装容量最大,可容纳长达 30kb 的外源基因,因此,可以
同时装载多个目的基因,而且删除某些特殊的非必需基因
还可能限制病毒仅在某类细胞中复制。 HSV 载体宿主范
围广,能将外源基因导入终末分化细胞及有丝分裂后静止
期细胞中表达,对神经系统有天然的亲嗜性,并能在神经
元中建立长期稳定的隐性感染。 在 HSV 隐性感染期内,
病毒基因组环化、甲基化、并被压缩为较有序的染色质样
结构,大部分病毒基因不表达,但病毒启动子仍保持转录
活性。 在一定条件下,隐形感染的病毒可被激活。 HSV
嗜神经的特性使其可在神经细胞间顺行或逆行传播,或跨
轴突传播,故提供了一种间接的靶向性基因转移途径。 因
HSV 感染细胞后呈潜伏状态,这使得外源基因能在宿主
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神经系统疾病基因治疗,如帕金森病、阿尔茨海默病等的
基因治疗
[2]。
1.2 HSV 载体的构建摇 HSV 在宿主细胞的复制是裂解性
感染,这就有可能引起宿主细胞的死亡,因此要利用 HSV
成为基因治疗的载体就必须消除野生型病毒固有的致病
性,这是构建 HSV 载体的主要障碍。 目前,有条件复制型
HSV 和复制缺陷型 HSV 两种策略可以消除病毒的裂解性
感染或使裂解性感染仅在某些细胞类型出现。 多数研究
表明条件复制型 HSV 常用在肿瘤等的基因治疗中,而复
制缺陷型由于其基因特点常常用在其他神经系统方面的
基因治疗
[3]。
1.2.1 复制缺陷型 HSV 基因特点摇 HSV 的毒性可使宿主
细胞死亡,通过敲除或突变等方法影响一些立早基因
(ICP4 和 ICP27),能使病毒产生复制缺陷,只有在细胞内
补足 ICP4 和 ICP27 后病毒才能恢复复制的能力。 复制缺
陷病毒引起类似潜伏的状态,携带外源基因的病毒载体可
在细胞中长期潜伏下来,但由于缺乏必需的基因又不能被
激活。
1.2.2 复制缺陷型 HSV 载体结构特点摇 复制缺陷型 HSV
载体分为重组子载体(HSV-RV)和扩增子载体两大类型。
HSV-RV 含有全部病毒基因组,其中一个或多个基因已突
变,以降低其毒性和提供转基因空间。 最新版本 HSV-RV
删除了多个含转录激活因子的即刻早期基因,基本消除了
病毒基因的表达。 HSV 扩增子载体由一个含有 HSV DNA
复制起点序列 oris 和包装信号 pac 的质粒组成,在 HSV 辅
助病毒作用下被允许以串联体形式包装入 HSV 病毒,无
HSV 辅助病毒时,这些载体可以通过与一组已删除 HSV
基因组保留 pac 信号序列的粘粒或 BAC 质粒共转染而得
到包装。 这些载体的优点有:基本上无毒性或免疫原性;
较大的转基因容量,通常可达 22kb,最大可达 150kb;相当
高的病毒滴度;对神经细胞的高度感染性,在非分裂细胞
中潜伏达数月。 但 HSV 存在神经细胞毒性作用和免疫反
应,可引起较明显的局部炎症和坏死,故 HSV 作为基因载
体还有待于进一步研究和改进。
2 HSV 载体用于中枢神经系统疾病基因治疗
摇 摇 有研究表明,直接对鼠脑内注射胶质细胞系源性神经
营养因子(GDNF)对缺血性脑损伤具有保护作用。 Harvey
等
[4]利用 HSV 扩增子载体携带 GDNF 基因在鼠大脑皮质
预先注射,希望在脑缺血局部产生的 GDNF 能起到保护神
经元的作用。 与对照组相比,实验组在单侧阻塞大脑中动
脉 60min 后出现运动迟缓和不协调情况大为减少,免疫组
化显示胶质细胞原纤维酸性蛋白和凋亡标志蛋白 caspase-3
较对照组减少。
摇 摇 通过病毒载体向受损的脊髓内转入神经营养因子可
以帮助神经元再生
[5],Natsume 等
[6] 将抗凋亡肽(bcl-2)
基因和胶质细胞系源性神经营养因子(GDNF)基因利用
HSV 载体转染鼠脊髓前角运动神经元,使得 L4-6 脊神经
撕脱伤导致的脊髓前角运动神经元的死亡数大为减少,胆
碱乙酰转移酶在受损的神经元中得以增多。 Sun 等
[7] 利
用神经丝蛋白基因启动子构建无辅助病毒的 HSV-1 载体
能在脑神经元长时间表达的特性,将脑内合成多巴胺所必
须的四种基因:酪氨酸羟化酶(TH)、GTP 环水解酶工
(GTP CH I)、芳香氨基酸脱羧酶(AADC)、泡状单胺转运
蛋白(VMAT-2)通过 HSV 载体转导入小鼠脑内,结果显
示,所有四种基因都呈现高水平表达,细胞外多巴胺及其
代谢产物 3,4-二羟苯乙酸浓度明显增高,帕金森氏病模
型鼠的行为也得到明显纠正,并能持续达 6mo 之久。 Sun
等
[8,9]同时发现,向帕金森模型小鼠纹状体内注射表达神
经营养因子的 HSV 载体可以保护黑质纹状体处的神经
元,且表达胶质细胞衍生的神经营养因子(GDNF)的载体
效果最好。 Yamada 等
[10]将携带 bcl-2 基因的 HSV 载体
注射至大鼠脑内黑质区, 证实 bcl-2 的表达能保护黑质
神经元免受6-羟多巴胺的损害。 Poliani 等
[11]对恒河猴鞘
内注射表达 IL-4 的 HSV 载体后,通过感染室管膜细胞使
IL-4 在 CNS 持续均匀的分布。 而且,IL-4 显著减少了脑
脊髓周围小静脉的炎症浸润,脱髓鞘改变、坏死和轴突的
缺失,对超急性自身免疫性脑脊髓炎有很好的保护作用,
其保护作用与局部肿瘤 TNF-琢 下调以及 GF-8 上调有
关。 应用 HSV 载体表达 72kD 热休克蛋白也可暂时提高
局部缺血区神经元的存活
[11];应用 HSV 扩增子载体传递
热休克蛋白(HSP72) 可保护海马神经元免受海藻酸的毒
性损害
[12]。
3 HSV 载体对视神经损伤基因修复的研究可行性
摇 摇 目前视神经损伤后的基因治疗是将质粒工具、慢病
毒、腺病毒、腺相关病毒等作为载体工具,将 HSV 载体用
于视神经损伤后的基因治疗暂时还没有相关的临床试验。
视神经损伤后其所处的微环境会有很多改变,包括络氨酸
激酶受体 EphA5 表达下降
[13];与细胞凋亡新号相关的基
因 caspase-3、bax 的上调,抗凋亡基因 bcl-2、bacl-x 的减
少;转录调节因子 c-jun 上调;睫状神经营养因子(ciliary
neurotrophic factor,CNTF)受体 琢 的上调和白细胞抑制因
子受体(leukaemia inhibitory factor recepter,LIFR) 表达的
变化;trk 受体和神经营养因子表达的上调;细胞黏附分子
如 TAG-1 和 SC-1 的下降;细胞骨架蛋白的表达和磷酸
化改变;生长相关蛋白 GAP-43 的上调,但仅限于视神经
在眼球后 3mm 以内的损伤;转录因子 Brn-3a ∕ 3b 表达
的改变;有关神经生长因子家族受体(DCC、Unc5H1、Unc5
H2)的下调;对轴突具有排斥作用;同时还参与与神经死
亡的导向蛋白 semaphorin3A 的短暂上调
[14];众所周知,视
神经属于中枢神经的一种,视神经及其神经元-视网膜神
经节细胞(retinal ganglion cells,RGCs)与相关的视觉通路
是一种非常成熟的中枢神经系统研究模型,可以用来研究
神经损伤后的神经保护作用和轴突再生的分子、细胞机
制,从而为基因治疗奠定基础,且 HSV 可以在神经节内潜
伏的观点已提出多年。 1973 年美国学者 Baringer 成功地
从 HSV-1 潜伏感染期的人三叉神经节中分离出 HSV-1,
首次证实了三叉神经节为 HSV-1 的潜伏部位。 随后又有
学者在人的睫状神经节、兔的颈上神经节和三叉神经的眼
部分支中检测到 HSV-1 的 DNA
[15]。 另外,也有实验表明
HSV-1 可以潜伏在小鼠面神经的运动核、室旁核和视交
叉上核中
[16],这些结果均证实 HSV-1 可潜伏在任何一个
神经分布位点的神经节中引起感染。
摇 摇 视神经损伤后的微环境改变是发挥保护作用还是破
坏作用,以及这些分子的表达怎样随时间的变化而达到平
衡还不是很清楚,但最终结局仍是大多数的 RGCs 的死
亡。 近年来,对于视神经损伤后的基因修复多是质粒工
具、慢病毒、腺病毒、腺相关病毒作为载体工具,即使研究
者们对视神经损伤后微环境改变进行了基因干预,以增强
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些问题,使用质粒细胞转染的效果和特异性均不理想,且
玻璃体也会影响这些高分子聚合物向细胞扩散;通过病毒
载体来转染可编码支持存活、促进再生因子基因,有转染
特异性的问题,不同年龄动物转染的细胞类型不同,对
RGCs 的转染率也存在差异,并且病毒载体本身存在毒性
作用,无法避免对玻璃体腔注射造成损伤。 而改良的 HSV
载体可以减少这些毒性作用,将其用于中枢神经系统损伤
的基因治疗也有很大的优越性,因此将 HSV 载体应用到
视神经损伤后的基因治疗中不失为一种积极的考虑,同时
也应该有较大的潜在应用价值。
4 小结
摇 摇 随着中枢神经系统疾病发病机制的进一步阐明、导入
外源性基因载体的改进及基因转移技术的进步, 基因治
疗必将成为治疗中枢神经系统疾病的一种新的强有力的
手段。 将 HSV 载体用于中枢神经系统疾病基因治疗的研
究已显示出较大的优势,将其应用于视神经损伤的基因治
疗更需要大量的基础试验来验证,但总体来说,HSV 载体
在基因治疗中的优势将会越来越明显。
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